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性を測定 した ｡ その結果､ベクターのみのMock
transfectionでは7.26mm01が得られたのに対して､
pETAM8を用いた場合には210mmolと約28倍の活性の
上昇を見た｡ また､本ウズラGAAはpH4.3と6.5の酸
性と中性での活性を比較したところ､酸性領域に対
して中性では活性が1/20になることを確認した｡こ
れらの結果は､今回単離した､pQAMT8がウズラの
GAAをコードしていることを示している｡
GAAcDNAをプローブとしてNorthernblott解析を
行ったところ､正常においては､先ほどのcDNAの全
長に対応する約3.6kbのシングルバンドを得たが､
糖原病ウズラ由来の各臓器は､殆どシグナルが観察
されなかった(図2)｡ このことは､ウズラの糖原病
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図2正常および糖原病ウズラの諸日齢および諸臓
器におけるNorthernblot解析
正常ウズラは奇数､糖原病ウズラは偶数レーンにシグナ
)i,を示す｡レーンlと2;一日齢肝臓､レーン3と4;84日
齢肝臓､レーン5と6;35日齢心晩､レーン7と8;35E]齢
浅胸筋､レーン9と10;84日齢内転筋､レーン11と12;
35日齢脳｡糖原病ウズラのどの臓器を､どの日齢から採
取してblottingしても皿RNAのシグナルは得られない｡
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の理由がGAAmRNAの転写活性の減少または消失によ
ることを示唆している｡ また､この減少の理由が､
mRNAの安定性に影響を与える変異のためであるの
か､またはプロモーターの変異のため､であるのか
は現在不明である｡ さらに単離したGAAcDNAをプロ
ーブとして､正常および糖原病ウズラのgenomic
I)NAをいくつかの制限酵素で消化 したものに対し
て､GenomicSouthernBlottingを行なった｡しか
し､正常および糖原病ウズラのゲノム間でも目だっ
た変異は現在のところ見出されていない｡
5.酔素補充療法
ヒトの糖原病Ⅲ型はGAAの異常低値により肝臓､
心臓､骨格筋に大量のグリコーゲンが蓄積し､細胞
内のリソソームがそれらを分解できず､ついには細
胞死にいたる諸臓器不全を示す糖代謝病である｡ 正
常細胞では粗面小胞体で合成された前駆体蛋白は
Golgi体で糖鎖の付加を含むprocessingを受け､リ
ソソーム-成熟したGAA分子を送る｡ここで､一部
のGAA前駆体は成熟せずに細胞外へ出､血流にのっ
て全身を循環する｡酵素が必要となった細胞は､自
分で合成した酵素で間に合わない場合は血中から再
び細胞表面の受容体を介 してGAA前駆体を取 り込
み､Processingの後にリソソームでグリコーゲンの
分解に再利用する9)｡酵素補充療法の原理は､血中
にある酵素を再利用する仕組みが細胞に備わってい
ることを利用して､体外から酵素を投与してやるも
のである｡ 従って､細胞内の酵素が不足しないよう
に定期的に体外から補充する必要があるため､酵素
補充療法といわれている｡ 糖尿病の患者がインシュ
リンを定期的に注射するのと同じである｡ これまで
の成功例としては脂質蓄積症として知られるゴーシ
ェ病があげられる｡リソソーム酵素の一つであるβ
glucosidaseが欠損すると､グルコセレブロシドが
肝臓や牌臓の網内系細胞に多量に蓄積するため､肝
腺腫が顕著となる｡ β-glucosidaseを投与された患
者の肝臓や牌臓の腫れは著しく目立たなくなり､殆
ど正常のからだに戻ることが報告されている10)｡
最近になって､培養下でCHO細胞に組換えDNA技術
により､ヒト型GAAを大量に合成する系が確立した
9)｡ この合成酵素を使って補充療法を試みるに際
し､ウズラの細胞には酵素を取り込む ｢受容体｣が
細胞表面に存在するか､また､一度取り込まれた酵
素は実際にGolgi体でprocessingを受け､リソソー
ムでグリコーゲンを分解する能力があるか､をウズ
ラの9日巨艦由来の初代培養線維芽細胞と筋芽細胞
を使って検討した｡GAAは糖鎖のmannnOSe-6-phos
-phate(a-6lp)を介して受容体と結合するが､用い
たウズラのいずれの細胞も細胞表面にこの受容体を
有し､ヒト型酵素を取り込むことが判明した11)0
また､一度細胞内にGAAが取り込まれるとGolgi体の
ifI
近傍に集まり､以降7日間にわたって細胞内のグリ
コーゲンを分解し続けた｡個体レベルのGAAの投与
実験はいくつかの投与量で､2-3日間隔で､また7回
から16回投与を実施している｡ ウズラはヒト型の異
種蛋白を連続投与されても､いわゆるアナフィラキ
シー反応による死亡例はみられず､若齢ウズラほど
血中の抗体産生能が低いことなどから､異種蛋白に
よる個体レベルの治療実験に適している動物と思わ
れる11)｡ つい最近の個体レベルの一連の実験結果
から､外部より投与されたGAAにより､肝臓と心臓
のグリコーゲンの蓄積は速やかに消失し､胸筋線維
のグリコーゲン穀粒の減少に伴い､筋病変も著しく
改善されることが明かとなった7)｡
6.おわりに
遺伝性の疾患モデル動物の一例として､糖原病Ⅱ
型ウズラを応用した最近の研究成果を紹介 した｡遺
伝子改変技術により､遺伝子異常を伴う疾患モデル
マウスやラットを作製できるこの頃なのに､なぜウ
ズラなのか､と思われる方も多いと思います｡しか
し､疾患モデル動物という場合は､動物の種を問わ
ず､病気を発症している個体が重要である､という
点を思いだして下さい｡そして､前述したように､
ヒトの遺伝病と遺伝子異常が同じ場合は､どのよう
な動物でも疾患モデルとして大きな価値を持つこと
になります｡すなわち､遺伝子異常がヒトの遺伝病
と同じでも､動物で表現型としての症状がみられな
かったり､ヒトの疾患と違う症状を示す場合は､疾
患モデル動物として適しているとは言えないわけで
す｡この分野の研究は､広 く医学､生物学にまたが
る技術革新が必要とされ､ヒト疾患の発症機序､そ
の治療法の開発および新薬開発等の研究に果たす役
割は大きいといえます｡
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